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1.  Deutsche Zusammenfassung 
Die Rolle von Toll-like Rezeptor 9 im akuten und chronischen Gefäßverletzungs-
modell der Maus  
1.1  Einleitung 
Die Atherosklerose ist eine chronisch-entzündliche Systemerkrankung der Arterien-
wände, die mit Nekrose und Apoptose von vaskulären Zellen, insbesondere von Endo-
thelzellen, glatten Gefäßmuskelzellen und Makrophagen einhergeht. Diese Zell-
schädigung führt im Rahmen komplexer und bis heute nicht gänzlich aufgeklärter Patho-
mechanismen zur Freisetzung von Proteinen, kleinen Molekülen und Nukleinsäuren. 
Dies führt zur Aktivierung von spezialisierten sogenannten „Pattern-Recogniton-
Rezeptoren" (PRRs) des angeborenen Immunsystems (Hemmi et al., 2000). PRRs 
können als wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems bakterielle und virale 
Pathogene, sog. Pathogen-assoziierte molekulare Muster, erkennen und eine intra-
zelluläre Signalkaskade anstoßen, welche zur Freisetzung von proinflammatorischen 
Zytokinen führt. Toll-like Rezeptor 9 ist ein PRR und in den Endosomen residenter 
vaskulärer Zellen lokalisiert (Boonstra et al., 2003; Fitzner et al., 2011; Krieg et al., 2007; 
Mathur et al., 2011). Oligodesoxynukleotide mit unmethylierten Desoxycytidin-Desoxy-
guanosin-Dinukleotiden (CpG ODN) konnten 1995 als spezifischer Ligand dieses Re-
zeptors von Krieg et al. identifiziert werden (Krieg et al., 1995). 
Die Rolle von TLR9 im Rahmen der arteriosklerotischen Gefäßschädigung ist bis heute 
unzureichend verstanden. So werden sowohl pro- als auch anti-arteriosklerotische 
Effekte von TLR9 in der Literatur beschrieben (Boehm et al., 2013; Hirata et al., 2013; 
Karper et al., 2012; Koulis et al., 2014). Erst vor kurzem haben Koulis et al. (2014) 
gezeigt, dass eine Deletion von TLR9 in Apolipoprotein-E-defizienten Mäusen (ApoE-/-) 
eine Zunahme arteriosklerotischer Veränderungen und die Stimulation von TLR9 in 
ApoE-/--Mäusen eine Reduktion arteriosklerotischer Plaques bedingt. Diese Ergebnisse 
deuten auf eine protektive Funktion von TLR9 hin. Dies widerspricht dem gegenwärtig 
als gültig angesehenen Aktivierungsmechanismus des angeborenen Immunsystems im 
Zusammenhang mit einer arteriosklerotischen Gefäßveränderung. So wird die TLR9-
assoziierte Signalkaskade durch ein hochgradig proinflammatorisches Adapterprotein, 
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das myeloide Differenzierungs-Primärantwort-Protein 88 (MyD88) vermittelt. Frühere 
Untersuchungen konnten zeigen, dass eine genetische Deletion von MyD88 die Bildung 
arteriosklerotischer Plaques sowie die Rekrutierung von Makrophagen in den 
Arterienwänden vermindert (Tall et al., 2015; Wagner et al., 2004) und die Stimulation 
von TLR9 folglich pro-arteriosklerotische Effekte verursachen sollte.  
Darüber hinaus scheinen die biologischen Effekte der TLR9 Aktivierung konzentrations-
abhängig zu sein. In den gegenwärtig publizierten Daten zu TLR9 Stimulationen im 
Mausmodel wurden Konzentrationen von 10 µg/kg Körpergewicht CpG ODN pro Woche 
bis 12100 µg/kg Körpergewicht CpG ODN pro Woche verwendet (Henke et al., 2011; 
Kim et al., 2014; Koulis et al., 2014; Ohm et al., 2014). Zudem konnte gezeigt werden, 
dass eine deutlich größere Anzahl und Bandbreite bakterieller und viraler DNA in 
arteriosklerotischen Plaques vorhanden ist als bisher angenommen (Darwiche et al., 
2013; Henke et al., 2011), so dass sich hier folglich auch mehr potenzielle TLR9-
Agonisten finden lassen. In der vorliegenden Arbeit wurden daher sowohl hohe als auch 
niedrige CpG ODN Konzentrationen bei der Untersuchung der von einer TLR9 
Aktivierung ausgehenden biologischen Effekte im akuten und chronischen Gefäßver-
letzungsmodell der Maus berücksichtigt. Hierdurch sollte ein Beitrag zum weiter-
gehenden Verständnis des Zusammenhangs zwischen angeborenem Immunsystem und 
Arteriosklerose sowie der aufgezeigten Kontroverse bzgl. der Rolle von TLR9 im Rah-
men der arteriosklerotischen Gefäßschädigung geleistet werden.    
 
1.2  Material und Methoden 
Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden in vivo an 8 - 12 Wochen alten C57BL/6J 
Wildtyp-Mäusen (WT) (Charles River) sowie 10 Wochen alten C57BL/6 ApoE-/--Mäusen 
(Charles River) durchgeführt. Zur Bestimmung der CpG ODN Konzentration für die 
Induktion eines proinflammatorischen Effekts wurden WT-Mäusen zunächst 3 nM (n = 
2), 10 nM (n = 2) oder 30 nM (n = 2) CpG ODN Typ B (ODN 1826; 5’-
TCCATGACGTTCCTGACGTT-3’; Invivogen) intravenös (i.v.) injiziert. Als Kontrollsub-
stanz diente dabei phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) (n = 4). Zwei Stunden nach 
Stimulation wurde das Plasma gesammelt und die Interleukin-6 (IL-6) Konzentrationen 
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mittels enzymgekoppelter Immunadsorptionstests (ELISA) (Qiagen und eBioscience) 
nach Protokoll des Herstellers bestimmt. Um sicherzustellen, dass die Applikationsform 
von CpG ODN keinen Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse hat, wurde die Plasma 
IL-6 Konzentration zwei bis sechs Stunden nach i.v. Stimulation (n = 3) mit 18 nM ODN 
1826 mit entsprechenden IL-6 Konzentrationen nach subkutaner (s.c.) (n = 3) Stimula-
tion verglichen (Kontrollsubstanz: PBS).  
Die biologischen Effekte einer TLR9 Aktivierung wurden daraufhin in einem akuten Ge-
fäßverletzungsmodell der Maus mittels elektrischer Denudation der Arteria carotis 
communis untersucht (Zimmer et al., 2011). Hierfür wurden in der ersten Versuchsserie 
30 nM (120 µg/Maus) (n = 6) ODN 1826 oder PBS (n = 6) und in der zweiten Serie 
0,625 nM (2,5 µg/Maus) (n = 7), 6,25 nM (25 µg/Maus) (n = 7), 18 nM (72 µg/Maus) (n = 
6) und 30 nM (120 µg/Maus) (n = 7) ODN 1826 oder PBS (n = 7) alle 48 Stunden 
insgesamt vier Mal injiziert. Die elektrische Denudation der A. carotis erfolgte am dritten 
Tag. Alle Mäuse wurden dabei mittels intraperitonealer (i.p.) Injektion von 150 mg/kg 
Körpergewicht Ketaminhydrochlorid (Ketanest, Riemser) und 16 mg/kg Körpergewicht 
Xylazinhydrochlorid (Rompun 2 %, Ceva) adäquat narkotisiert. Nach vorsichtiger 
Präparation eines ca. 6 mm langen Segments proximal der Bifurkation wurde jeweils die 
linke A. carotis communis elektrisch denudiert. Hierbei entstand eine 4 mm lange Läsion 
der A. carotis durch Applikation von zwei jeweils 5 Sekunden andauernden Ladungs-
stößen zu 2 Watt. Am achten Tag der ODN 1826 Stimulation wurden 50 µl gebrauchs-
fertige Lösung Evan's Blau (5 %, Sigma) i.v. injiziert und die Mäuse nach 2 minütiger 
Zirkulation geopfert. Nach Entnahme und Waschung der Karotiden wurden die gesamte 
Läsionsfläche sowie die verbliebene denudierte Fläche mittels lichtmikroskopischer 
Bildaufnahmen und der AxioVision Software von Zeiss (Version 4.8.2) vermessen, um 
die Reendothelialisierung quantifizieren und vergleichen zu können. Ebenso erfolgte 
mittels ELISA eine Bestimmung der Konzentrationen von IL-6 und "Regulated on 
activation in normal T-Cell expressed and secreted" (RANTES) in den gewonnenen 
Plasmaproben. 
Des Weiteren wurden den Versuchstieren jeweils 3 mm lange Segmente der thorakalen 
Aorta entnommen, um in mit Tyrode-Pufferlösung gefüllten Organbädern zu unter-
suchen, inwiefern einen TLR9 Aktivierung Einfluss auf die Vasokonstriktion bzw. -dilata-
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tion hat (Zimmer et al., 2011). Hierfür wurde eine Zugspannung von insgesamt 10 nM 
auf die Segmente ausgeübt und nachfolgende Substanzen in steigender Konzentration 
zwecks Generierung kumulativer Konzentrations-Reaktions-Kurven hinzugefügt: KCl 20 
und 40 mmol/l, Phenylephrin 1 nmol/l bis 10 µmol/l, Carbachol 10 nmol/l bis 100 µmol/l 
(Beurteilung der endothelabhängigen Vasodilatation nach Vorbehandlung mit 
Phenylephrin) sowie Nitroglyzerin 1 nmol/l bis 10 µmol/l (Beurteilung der endothel-
unabhängigen Vasodilatation nach Vorbehandlung mit Phenylephrin). Aus jeweils 2 mm 
langen Segmenten der thorakalen Aorta wurde die Freisetzung von Superoxiden mittels 
L-012 Chemilumineszenz  gemessen (Wassmann et al., 2004). Die Aortenstücke 
wurden hierfür in Krebs-HEPES Pufferlösung gelegt und anschließend die Chemi-
lumineszenz mittels Szintillationszähler (Lumat LB 9501, Berthold) über 10 Minuten in 
einminütigen Intervallen gemessen. Die Superoxid-Freisetzung ergab sich aus dem Ver-
hältnis von gemessener Chemilumineszenz und dem Trockengewicht der Aortenseg-
mente.  
Zur weitergehenden Untersuchung der Effekte einer TLR9 Aktivierung auf das Endothel 
wurde die Durchflusszytometrie eingesetzt. Für die Quantifizierung zirkulierender endo-
thelialer Mikropartikel (EMP) als wichtiger Indikator für die Endothelzellschädigung 
wurden entsprechende Plasmaproben aus Versuchs- und Kontrollgruppe mit Allo-
phycocyanin (APC) - markierten Antikörpern gegen das "Cluster of Differentiation 31" 
(CD31) und Anti - Annexin V (Becton Dickinson) inkubiert. Dazu wurde die Anzahl der 
zirkulierenden und aus dem Knochenmark stammenden Stammzellantigens-1 (sca-1) / 
Fetale Leberkinase-1 (flk-1) - positiven Zellen (Antikörper: Fluorescein-Isothiocyanat 
(FITC) - markierte Antikörper Anti - sca-1 und Anti - Vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (VEGFR2) / flk-1 (Becton Dickinson)) als Anhalt für den 
endothelialen Zellumsatz bestimmt. Zudem erfolgte eine durchflusszytometrische 
Analyse der Anzahl bzw. Veränderung zirkulierender Leukozyten, differenziert nach T-
Zell-Gruppe, B-Zell-Gruppe, Granulozyten und NK-Zellen, sowie eine Quantifizierung 
der von Splenozyten freigesetzten Zytokine RANTES und Interferon-γ (IFN-γ). 
Zur Induktion eines chronischen Gefäßverletzungsprozesses und der Entwicklung 
arteriosklerotischer Plaques erhielten ApoE-/--Mäuse für insgesamt sieben Wochen eine 
hochkalorische cholesterinhaltige Diät (21 % Fett, 19,5 % Casein und 1,25 % 
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Cholesterin) und gleichzeitig wurden den Mäusen jeden zweiten Tag 18 nM ODN 1826 
(n = 9) oder PBS (n = 9) in der Kontrollgruppe s.c. injiziert. Um konzentrationsabhängige 
Effekte von CpG ODN im chronischen Gefäßverletzungsmodell der Maus zu unter-
suchen, wurden ApoE-/--Mäusen zudem bei identischer hochkalorischer Diät jeden 
zweiten Tag entweder 0,625 nM (n = 7) oder 18 nM ODN 1826 (n = 7) bzw. PBS (n = 8) 
in der Kontrollgruppe über insgesamt 8 Wochen s.c. injiziert. Für die histologische 
Analyse der arteriosklerotischen Läsionen wurden die sorgfältig präparierten 
Mausherzen aus Versuchs- und Kontrollgruppe mittels Kryostat geschnitten und die 
Schnitte der Aortenklappenebene jeweils mit Ölrot (Oil red O working solution 0,5 %) 
sowie nach Hämatoxylin-Eosin- und Elastika-van-Gieson-Standardfärbeprotokoll 
gefärbt. Zwecks Quantifizierung der arteriosklerotischen Plaquebildung wurden die 
gefärbten Lipidflächenanteile nach vorhergehender Verblindung ins Verhältnis zur 
Gesamtfläche der jeweiligen Fläche der Gefäßwand gesetzt und in ODN 1826 und 
Kontrollgruppe entsprechend verglichen (Mikroskop: Zeiss Axiovert 200 M; Software: 
AxioVision Version 4.8.2). Für eine immunhistochemische Analyse der Makrophagen 
fand eine MOMA-Färbung nach Standardprotokoll mittels monoklonalem Makrophagen- 
und Monozyten-Antikörper (MOMA-2, Acris; Alkalische Phosphatase-konjugierter  
Sekundärantikörper, Sigma) Verwendung. Das TLR9 Expressionsmuster wurde mit Hilfe 
einer Antikörperfärbung unter Verwendung des TLR9 Primärantikörpers von Biotin 
(TLR9, Biotin, ABIN2376552) und einem passendem Sekundärantikörper (Streptavidin 
Protein, Texas red, ABIN459303) lichtmikroskopisch analysiert. Da die Hyper-
cholesterinämie eine treibende Kraft der Plaquebildung im Gefäßverletzungsmodell 
darstellt, wurden darüber hinaus die Cholesterinspiegel in Versuchs- und Kontrollgruppe 
in Zusammenarbeit mit der AG Lütjohann des Instituts für Klinische Chemie und 
Klinische Pharmakologie des Universitätsklinikums Bonn bestimmt. 
Abschließend wurden in einem Zellmodell zur Erforschung des Aktivierungsmechanis-
mus von TLR9 Endothelzellen aus menschlichen Koronararterien mit 1000 nM CpG 
ODN 2006 (Invivogen) oder PBS (Kontrollgruppe) (n = 6) stimuliert und die Boten-RNA 
(mRNA) Expression von Interleukin-1-Rezeptor-assoziierter Kinase 2 (IRAK2), 
Interleukin-1-Rezeptor-assoziierter Kinase 4 (IRAK4), MyD88, interzellulärem Zellad-
häsionsmolekül 1 (ICAM-1) und vaskulärem Zelladhäsionsmolekül 1 (VCAM-1) als 
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wichtige Signalmoleküle der TLR9-Signalkaskade mittels Reverse Transkriptase-Poly-
merase-Kettenreaktion (RT-PCR) (ABI-7500 Fast PCR System) untersucht.  
 
1.3  Ergebnisse 
Eine konzentrationsabhängige TLR9-Aktivierung mittels i.v. Injektionen von 3 nM bis 30 
nM CpG ODN führte zu einer signifikanten, dosisabhängigen Zunahme der Freisetzung 
von IL-6 im Plasma. Die stärkste TLR9-vermittelte inflammatorische Systemantwort 
zeigte sich nach Stimulation mit 30 nM CpG ODN. Relevante Nebenwirkungen konnten 
nicht festgestellt werden. Zudem zeigte sich kein Hinweis darauf, dass die Applikations-
form von CpG ODN einen Einfluss auf die TLR9 Aktivierung hat, da kein signifikanter 
Unterschied zwischen der IL-6 Freisetzung nach i.v. oder s.c. Injektion bestand. 
Die Untersuchung der biologischen Effekte einer TLR9-Aktivierung im akuten Gefäßver-
letzungsmodell mittels elektrischer Denudation der A. carotis communis erbrachte 
folgende Ergebnisse: Die Stimulation von TLR9 mit 30 nM CpG ODN an C57BL/6 
Mäusen induzierte eine inflammatorische Systemantwort mit signifikanten Anstiegen von 
IL-6 und RANTES. Dazu zeigte sich eine signifikant verschlechterte vaskuläre 
Reendothelialisierung von 54 % bei Vergleich von CpG ODN-stimulierten Mäusen mit 
der Kontrollgruppe. Eine verschlechterte Reendothelialisierung konnte ebenso bei 
konzentrationsabhängiger Stimulation mit 6,25 nM, 18 nM und 30 nM CpG ODN 
nachgewiesen werden. Ferner stieg die Anzahl zirkulierender endothelialer Mikropartikel 
als wichtiger Indikator für die Endothelschädigung sowie die Anzahl zirkulierender, aus 
dem Knochenmark stammender sca-1/flk-1-positiver Zellen als Zeichen für einen er-
höhten endothelialen Zellumsatz in TLR9-stimulierten Mäusen im Vergleich zur Kontroll-
gruppe signifikant an. Interessanterweise zeigte sich keine Beeinflussung der endothel-
abhängigen Vasodilatation durch CpG ODN in den Organbaduntersuchungen intakter 
Aortensegmente. Hier scheinen offensichtlich nur regenerative, nicht jedoch vasoaktive 
Funktionen des Endothels durch eine TLR9-induzierte Inflammation beeinflusst zu 
werden. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten, dass Stimulationen mit 
hohen Konzentration von CpG ODN in einer proinflammatorischen Konditionierung von 
Lymphozyten resultieren. So setzten T-Lymphozyten (CD3+) von WT Mäusen, welche 
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mit 18 nM und 30 nM CpG ODN stimuliert worden waren, signifikant mehr IFN-γ und 
RANTES frei als zugehörige Kontrollmäuse. Bei B-Lymphozyten war ebenso ein 
signifikanter Anstieg von RANTES, nicht jedoch von IFN-γ nach CpG ODN Stimulation 
zu verzeichnen. Bei der Analyse zirkulierender Leukozyten war ferner festzustellen, 
dass sich die Menge zirkulierender B-Lymphozyten nach CpG ODN Stimulation redu-
zierte, wohingegen die Anzahl der T-Zellen und der NK-Zellen nicht beeinflusst wurden. 
Jedoch konnte eine Zunahme der pro-arteriosklerotisch wirksamen CD11b-positiven 
Zellpopulation nach CpG ODN Behandlung nachgewiesen werden. 
Die Untersuchung der biologischen Effekte einer TLR9-Aktivierung im dargestellten 
chronischen Gefäßverletzungsmodell mit ApoE-/--Mäusen offenbarte eine signifikante 
Zunahme arteriosklerotischer Plaquebildung, so dass sich zwischen Versuchs- und 
Kontrollgruppe bei der relativen Plaquefläche auf Aortenklappenebene ein Unterschied 
von 39 % ergab. Die Messung der Cholesterinspiegel zeigte vergleichbare Werte in 
Versuchs- und Kontrollgruppe, so dass die Höhe der Cholesterinspiegel scheinbar 
keinen Einfluss auf die beschriebenen Effekte hat. Die differenzierte Untersuchung der 
Dosisabhängigkeit zeigte zudem, dass bei einer Stimulation mit 18 nM CpG ODN ein 
signifikanter Anstieg der Plaquefläche zu verzeichnen war, wohingegen die Behandlung 
mit 0,625 nM CpG ODN keine signifikanten Auswirkungen auf die Plaqueentwicklung 
hatte. Relevante Veränderungen von Bindegewebe sowie Makrophageninfiltration, 
ausgehend von MOMA- und Elastika-van-Gieson-Färbung, waren wiederum nicht 
festzustellen. Im Einklang mit den Resultaten aus dem akuten Gefäßverletzungsmodell 
zeigte sich auch beim chronischen Gefäßverletzungsmodell eine signifikante Zunahme 
der Anzahl zirkulierender endothelialer Mikropartikel sowie sca-1/flk-1-positiver Zellen in 
den TLR9-stimulierten Mäusen. Ferner zeigten mit CpG ODN behandelte Mäuse im 
Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme der Bildung von Superoxiden im 
Rahmen der L-012 Chemilumineszenz-Messungen, die ihrerseits zur Entstehung 
arteriosklerotischer Gefäßveränderungen beitragen. Immunhistochemisch konnte eine 
Zunahme der TLR9-Expression in arteriosklerotischen Plaques ab einer Konzentration 
von 18 nM CpG ODN in TLR9-stimulierten Mäusen nachgewiesen werden. 
Abschließend ergaben die durchflusszytometrischen Untersuchungen, dass eine 
Hochdosisstimulation mit CpG ODN die Anzahl der T-Lymphozyten und der CD3/CD8 
positiven Zellen erhöhten, wohingegen die Anzahl von T-Helferzellen und neutrophilen 
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Granulozyten erniedrigt wurde. Interessanterweise wurde die TLR9-Expression zudem 
in B-Zellen, T-Helferzellen und nicht-klassischen Monozyten nach Behandlung mit 
hohen Dosen von CpG ODN verstärkt, während die TLR9-Expression in neutrophilen 
Granulozyten reduziert wurde. Bei niedrigen Dosen zeigte sich hingegen kein 
signifikanter Unterschied. 
Eine Erforschung des Aktivierungsmechanismus von TLR9 im Rahmen des Zellmodells 
auf Basis von Endothelzellen aus menschlichen Koronararterien ergab einen 
signifikanten Anstieg der Expression von IRAK2-mRNA nach TLR9 Aktivierung, 
wohingegen bei den Signalmolekülen MyD88, IRAK4, ICAM-1 und VCAM-1 keine 
signifikanten Veränderungen festzustellen waren. 
 
1.4  Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine proinflammatorische Stimu-
lation von TLR9 zu einer verschlechterten Reendothelialisierung im Rahmen einer 
akuten Gefäßverletzung und zu einer gesteigerten Entwicklung arteriosklerotischer 
Plaques in ApoE-/--Mäusen führt. TLR9 wird durch CpG-Motive in ODN aktiviert, wobei 
insgesamt drei verschiedene CpG ODN-Typen existieren (A-, B- und C-Klasse), die eine 
spezifische Immunantwort induzieren (Davis et al., 1998). In dieser Studie wurde 
einheitlich CpG ODN 1826 der B-Klasse verwendet, ein Th1-Adjuvans mit ausgeprägter 
B-Zell Aktivierung, das zudem plasmazytoide dendritische Zellen und die Anti-Tumor 
Aktivität beeinflusst, Makrophagen aktiviert sowie die Zytokinsekretion über eine Stimu-
lation der Transkriptionsfaktoren NF-κB und Interferon-Regulator-Faktor 7 (IRF7) fördert 
(Koulis et al., 2014; O'Neill et al., 2007). MyD88 ist wiederum als zentrales Protein für 
die TLR9-assoziierte Signaltransduktion anzusehen (Zimmer et al., 2015). So zeigte sich 
in MyD88-defizienten Mäusen eine reduzierte arteriosklerotische Plaquebildung und 
verminderte Makrophagenrekrutierung in den Arterienwänden (Björkbacka et al., 2004). 
Erwartungsgemäß führt eine Stimulation von TLRs mit einem MyD88-abhängigen Sig-
naltransduktionsweg zu vermehrter Arteriosklerose und ein TLR-Knock-out in Mäusen 
hat einen anti-arteriosklerotischen Effekt (Cole et al., 2013). Diese in der Literatur 
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beschriebenen Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten der vorliegenden 
Arbeit.  
Erst kürzlich haben Koulis et al. (2014) in ihrer Studie anti-arteriosklerotische Effekte der 
TLR9 Aktivierung gezeigt und so finden sich in der Literatur widersprüchliche Belege für 
die Existenz pro- und anti-inflammatorischer Effekte. Einerseits schützt eine TLR9 
Stimulation beispielsweise Kardiomyozyten vor Stress durch Inhibition der sarkoendo-
plasmatischen-Retikulum-Kalzium-ATPase 2 (SERCA2) (Shintani et al., 2014), 
schwächt die kardiale Dysfunktion im Rahmen einer Sepsis ab (Gao et al., 2013), führt 
zu einer Kardioprotektion durch eine reduzierte Infarktgröße (Kim et al., 2014) und spielt 
eine protektive Rolle bei der Modulation von Th1-Zellen und der tiefen Beinvenen-
thrombose (Henke et al., 2011). Andererseits zeigten beispielsweise Boehm et al. 
(2013), dass eine systemische TLR9 Stimulation die kardiale Funktion schwächen kann. 
Ebenso publizierten Hirata et al. (2013) eine pro-arteriosklerotische Rolle von TLR9 und 
die Behandlung von ApoE*3-Leiden Mäusen mit TLR9 Antagonisten führte in den Stu-
dien von Karper et al. (2012) zu einer reduzierten Makrophageninfiltration und Neo-
intimabildung. Die Widersprüchlichkeit der Ergebnisse verdeutlicht die Komplexität der 
bis heute unzureichend verstandenen Funktionen von TRL9 im Rahmen der vaskulären 
Schädigung und Inflammation. 
Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und insbesondere 
jenen von Koulis et al. (2014) könnten durch Abweichungen in den CpG ODN Se-
quenzen (ODN 1826 in dieser Studie vs. ODN 1668 bei Koulis et al., 2014), vor allem 
aber durch ein stark unterschiedliches Dosisregime erklärt werden. Um eine chronische 
Inflammation zu erzeugen, wurden die Mäuse in dieser Studie mit 10 bis 216 µg CpG 
ODN pro Woche - verteilt auf drei s.c. Einzelinjektionen - behandelt, wohingegen Koulis 
et al. (2014) eine Injektion zu 10 µg CpG ODN pro Woche applizierten. Bereits Boehm et 
al. (2013) haben darauf hingewiesen, dass die Dosierung von CpG ODN bei der 
Aktivierung von TLR9 eine bedeutende Rolle zu haben scheint. Sie und andere konnten 
zeigen, dass niedrige Konzentrationen (0,25 nmol/g) als milder Stimulus für eine 
kardiale Präkonditionierung dienen und hohe Konzentrationen (0,5 bis 1 nmol/g) eine 
Sepsis-ähnliche Entzündung induzieren (Boehm et al., 2013; Sparwasser et al., 1997). 
In der vorliegenden Studie wurde dieser Dosisabhängigkeit Rechnung getragen, indem 
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eine große Dosisbandbreite berücksichtigt wurde. Die TLR9 Stimulation mit der 
niedrigsten CpG ODN Dosierung (0,625 nM), vergleichbar mit jener von Koulis et al. 
(2014), führte nicht zu einer signifikant verbesserten Reendothelialisierung. Es zeigte 
sich vielmehr eine ausnahmslos verschlechterte Reendothelialisierung in Abhängigkeit 
von der Höhe der eingesetzten CpG ODN  Dosis. In Übereinstimmung mit Davis et al. 
(1998) waren dabei auch bei hohen CpG ODN Konzentrationen keine toxischen Effekte 
zu beobachten. In diesem Zusammenhang sei abschließend darauf hingewiesen, dass 
die Versuchsmäuse in allen durchgeführten Experimenten repetitiv drei Injektionen pro 
Woche erhielten, wohingegen Koulis et al. (2014) lediglich einmal pro Woche CpG ODN 
injizierten. Die Entstehung von Arteriosklerose erfordert jedoch eine chronische 
Inflammation, die offensichtlich nur durch eine konstante Stimulation erzielt werden 
kann. Im Einklang mit Lee et al. (2008) und Sorrentino et al. (2010) konnte daneben 
auch eine Zunahme der Lipidakkumulation in mit CpG ODN behandelten Mäusen sowie 
eine Zunahme der pro-arteriosklerotisch wirksamen CD11b-positiven Zellpopulation 
nachgewiesen werden. Abschließend soll hervorgehoben werden, dass im akuten 
Gefäßverletzungsmodell eine reduzierte B-Zell Anzahl mit erhöhten Plasmaspiegeln von 
IL-6 und RANTES sowie eine gesteigerte Expression von IFN-γ und RANTES durch 
Milzlymphozyten nachzuweisen war. Dies stimmt wiederum mit den Ergebnissen von 
Baratono et al. (2015) überein, die zeigen konnten, dass TLR9 und IFN-γ unabhängig 
voneinander die B-Zell Anzahl durch eine in vivo CpG ODN Stimulation reduzieren. Eine 
CpG ODN-induzierte B-Zell Depletion in vivo könnte daher für eine systemische 
Inflammationsreaktion verantwortlich sein, welche die Entstehung von Arteriosklerose 
begünstigt (Jackson et al., 2014).  
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine syste-
mische Stimulation von TLR9 durch CpG ODN 1826 zum einen zu einer verschlech-
terten Reendotheliaiserung bei akuter Gefäßschädigung führt und mit der Produktion 
proinflammatorischer Zytokine sowie einer gesteigerten Anzahl zirkulierender EMPs 
verbunden ist. Zum anderen konnten an ApoE-/--Mäuse nachgewiesen werden, dass 
eine langfristige Behandlung mit hohen Dosen von CpG ODN zu einer vermehrten 
Bildung arteriosklerotischer Plaques führt. Die Ergebnisse dieser Studie lassen erneut 
deutlich werden, wie wichtig eine weitergehende Erforschung der bis dato immer noch 
unzureichend verstandenen Pathomechanismen ist, welche für das Zusammenspiel von 
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Arteriosklerose und angeborenem Immunsystems von Relevanz sind. Um den 
aufgezeigten widersprüchlichen Resultaten in der Literatur begegnen zu können, sind 
weitere Studien unter besonderer Berücksichtigung der Effekte spezifischer TLR9 
Agonisten und entsprechender Dosisabhängigkeiten erforderlich. Dennoch konnte die 
vorliegende Arbeit einen Beitrag zum Verständnis dieses Zusammenspiels leisten und 
möglicherweise bietet die gezielte Manipulation von TLR9 sowie von TLR9-assoziierten 
Signalwegen in Zukunft einen Neuansatz zur Behandlung der Arteriosklerose. 
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